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соединенные к магниточувствительным 
твердофазным носителям открывают 
новые пути развития современной им­
мунологии, гематологии, транспланто­
логии, биотехнологии и медицинской 
диагностики. Их используют для сепа­
рации клеток, диагностики иммуноде- 
фицитных состояний, изоляции клеток 
крови и костного мозга по поверхност­
ным маркерам, выделения ДНК, бакте­
рий и антигенов. Нами разработана 
технология изготовления магниточув­
ствительных микроносителей как из 
биодеградируемых материалов - альбу­
мина сыворотки человека (ЧСА), так и 
из синтетических полимеров - полисти­
рола. Исследовано влияние обработки 
раствором хлорида хрома (П1) на повы­
шение сорбционной емкости альбуми­
новых микросфер. Нами разработан 
процесс приготовления микросфер из 
стирола с магнетитом методом эмульси­
онной полимеризации в среде с повы­
шенной плотностью. Нами исследована 
эффективность различных методов ак­
тивации поверхности микросфер с це­
лью повышения их сорбционной емко­
сти.
В мировой практике иммунологиче­
ских исследований широкое распростра­
нение получило использование иммуноак- 
тивных реагентов, присоединенных к маг­
ниточувствительным твердофазным носи­
телям. Микроносители такого типа откры­
вают новые пути развития современной 
иммунологии, гематологии, транспланто­
логии, биотехнологии и медицинской ди­
агностики. Их используют при диагности­
ке иммунодефицитных состояний и в ле­
чебной практике для изоляции клеток кро­
ви и костного мозга по поверхностным 
маркерам, выделения ДНК, бактерий и ан­
тигенов [3]. В последнее десятилетие ши­
рокое применение нашла иммуномагнит- 
ная сепарация клеток-мишеней, благодаря 
простоте, нетрудоемкости, быстроте и эф­
фективности протекания этого процесса . 
Проведение иммунных реакций с исполь­
зованием иммуноактивных веществ - ан­
тител, антигенов, иммобилизованных на 
твердофазных магниточувствительных 
микроносителях, дает возможность осу­
ществлять выделение требуемых субпопу­
ляций клеток без использования сложного 
и дорогостоящего оборудования [5,11].
Крупнейшие фирмы мира Dynal 
(Норвегия), Myltenei (Германия), Baxter 
(США) занимаются разработкой новых 
технологий изготовления магниточувстви­
тельных микроносителей иммуноактивных 
реагентов [4]. Несмотря на значительное 
разнообразие технологии изготовления 
микроносителей иммуноактивных реаген­
тов, в настоящее время она постоянно со­
вершенствуется, так как существующие 
методы получения магниточув­
ствительных микрочастиц достаточно 
сложны.
В качестве магниточувствительных 
микроносителей иммуноактивных ве­
ществ, применяют микросферы или мик­
рокапсулы из различных природных и 
синтетических веществ полимерной при­
роды [1,6].
Перед нами стояла задача разрабо­
тать технологию изготовления магнито­
чувствительных микроносителей как из 
биодеградируемых материалов - альбуми­
на сыворотки человека (ЧСА), так и из 
синтетических полимеров - полистирола.
Работа выполнена в рамках Государ­
ственной научно-технической программы 
Республики Беларусь «Здоровье» - 
«Разработать композиционный материал 
и обоснованные на его использовании ме­
тоды выделения субпопуляций иммуно- 
компетентных клеток, обосновать воз­
можность их применения для иммунокор­
рекции», шифр 38.05, № гос. Регистрации 
1994874. В основу технологии синтеза им­
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муномагнитных микросфер из сывороточно­
го альбумина человека нами положен метод 
термической коагуляции микрокапель 
эмульсии водного раствора компонентов 
микросфер, полученной посредством ульт­
развуковой обработкой, в нагретом до 120°С 
оливковом масле. [7]. Включение в их со­
став протеина A Staphylococcus aureus, обла­
дающего способностью неспецифического 
связывания моноклональных антител, по­
зволяет значительно упростить процесс 
конъюгации магнитных микросфер с анти­
телами.
И изучен ряд работ зарубежных авто­
ров [7,8,9], касающихся разработки и изго­
товления микросфер с включением в их со­
став протеина А, произведена модификация 
предложенных методов, имеющая целью 
получение микросфер с диаметром 5-7 мкм.
Целью исследования явилось получе­
ние микросфер из альбумина человека с вы­
сокой степенью активности при конъюгации 
с моноклональными антителами. Постав­
ленная цель достигнута нами посредством 
подбора оптимального соотношения компо­
нентов микросфер, использования ПАВ для 
перехода микросфер из масляной в водную 
фазу, применением насадки ультразвукового 
излучателя с большей площадью рабочей 
поверхности, изменением параметров мощ­
ности и длительности обработки ультразву­
ком, описанная в работе [7]. В качестве до­
полнительного фактора, способствующего 
конъюгации микросфер с антителами, нами 
предложена обработка взвеси микросфер 
раствором СгСЬ ГОСТ 4473-78, в результате 
чего образуются хелатные связи молекул 
антител с поверхностью микросфер. Ком­
плексный метод сшивки антител с поверх­
ностью микросфер повышает их сорбцион­
ную емкость и предотвращает диффузию 
молекул антител с поверхности микросфер. 
На способ получения альбумин- 
протеиновых микросфер получено положи­
тельное решение Государственного па­
тентного комитета РБ за №1819 от 14.10.97.
Полимерные магниточувствительные 
частицы из синтетических материалов с ко­
валентно присоединенными к ним биоафин- 
ными компонентами нашли широкое при­
менение в качестве твердофазных иммуно- 
химических реагентов и служат в качестве 
инструмента для фундаментальных исследо­
ваний в медицинских исследованиях и био­
логии клетки [4]. Зарубежными иммуноло­
гами используются микросферы из поли­
стирола Динабедс фирмы "Dynal" (Норвегия) 
[4]. Они представляют собой мономерные; 
пористые, полистироловые микрочастицы 
правильной сферической формы, содержа­
щие равномерно распределенную дисперсию 
магнитного материала (ТегОз) внутри каж­
дой частицы. Эти магниточувствительные 
микрочастицы покрыты тонкой оболочкой 
полистирола, которая заключает в себе маг­
ниточувствительный материал и обеспечи­
вает определенную площадь поверхности 
для абсорбции или связывания строго спе­
цифичных первичных и вторичных антител 
[10]. Однако технология их изготовления 
многоступенчата и требует использования 
сложного оборудования.
В связи с возможностью получения 
монодисперсных полистироловых микро­
сфер, применение их в качестве твердой фа­
зы при диагностике вторичных иммуноде­
фицитов и использования в клиниках для 
сепарации клеток-мишеней оказалось дос­
таточно обоснованным [11].
Нами разработан процесс приготовле­
ния микросфер из стирола с магнетитом ме­
тодом эмульсионной полимеризации с ис­
пользованием в качестве стабилизаторов 
эмульсии ПАВ. В качестве инициатора по­
лимеризации мы использовали органическое 
перекисное соединение азо-бис- 
изобутиронитрил - динитрил азоизомасля- 
ной кислоты («Sigma» США).
В качестве поперечно-сшивающего 
агента нами использован п-дивинилбензол
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(«Sigma» США). В основу метода положена 
реакция полимеризации стирола с дивинил- 
бензолом («Sigma» США).
Разработанный нами процесс изго­
товления микросфер из стирола заключа­
ется в диспергировании в водно­
глицериновой среде с повышенной плот­
ностью эмульсии смеси мономеров и по- 
перечно-сшивающих компонентов и маг­
нитного компонента, в качестве которого 
нами использован магнетит БегОз приго­
товленный по методу Ахалая (1984) , с 
растворенным в ней катализатором про­
цесса полимеризации. Полимеризацию 
осуществляли без перемешивания при 
температуре 90°С. За счет высокой плот­
ности среды происходит формирование 
капель эмульсии правильной сферической 
формы без их седиментации в течение 
процесса полимеризации. Добавление по­
верхностно-активных веществ препятству­
ет коалесценции капель эмульсии. В ре­
зультате осуществления указанного выше 
процесса нами получены магниточувстви­
тельные частицы из полистирола правиль­
ной сферической формы диаметром 
2,6- 5 мкм [6].
Для активации поверхности микро­
сфер с целью присоединения иммуноак- 
тивных компонентов обработку микро­
сфер проводили 6% раствором п- 
толуолсульфонилхлорида.
сорбционной емкости по отношению к ан­
тителам. Проведены исследования сорб­
ционной емкости суспензии микросфер 
стандартной концентрации, предваритель­
но активированных: 1) 25% раствором
глутарового альдегида («Sigma» США); 2) 
гамма-излучением; 3) 6% раствором п- 
толуолсульфонилхлорида («Reanal, Венг­
рия); 4) контроль (0,9% NaCl). В качестве 
конъюгата нами использованы диагности­
ческие антитела против иммуноглобулина 
человека, меченные пероксидазой хрена 
(«МедБиоСпектр», Росия). Процесс взаи­
модействия равных объемов вышеуказа- 
ных групп с антителами проводили в 
плоскодонной 96-луночной планшете для 
иммуноферментного анализа. Количество 
присоединенного иммуноглобулина оце­
нивали постановкой иммуноферментной 
реакции на пероксидазу хрена. Та же ре­
акция проводилась с раститрованными 
антителами в лунках той же планшеты для 
построения калибровочной кривой. Оцен­
ку связывающей способности магнито- 
микросфер производили на иммунофер- 
ментном анализаторе АИФ-Ц01С (НПО 
«Витязь», Белоруссия). Как видно из рис.1, 
активация п-толуолсульфонилхлоридом 
способствует наибольшей сорбционной 
емкости микросфер. Несколько менее эф­
фективной является активация 25% глута- 
ровым альдегидом. Активация воздейст-
При присоединении молекулы белка 
происходит реакция замещения остатка п- 
толуолсульфонилхлорида на молекулу 
белка, в результате которого белок оказы­
вается ковалентно связанным с поверхно­
стью микросферы.
вием гамма-излучением повысила сорбци­
онную емкость микросфер по сравнению с 
контролем. В результате проведенных ис­
следований было установлено, что магни- 
томикросферы, активированные п- толу- 
олсульфонилхлоридом, имеют самую вы-
Нами исследована эффективность 
различных методов активации поверхно­
сти микросфер с целью повышения их
сокую сорбционную емкость по отноше­
нию к антителам - до 91 %. В случае при­
менения глутарового альдегида сорбци-
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оннная емкость несколько ниже - 71,7 %, у 
активированных гамма-излучением мик­
росфер - 69,8% в то время как для неакти­
вированных микросфер она составила
62,9 %.
нальными антителами, для использования 
в процессе иммуномагнитной сепарации // 
Теоретические и прикладные вопросы со­
временной медицины и фармации: Сбор­
ник научных трудов,- Витебск, 1996,-
А 1.4 -т
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Концентрация антител мг/мл
ш МКС активированные р-толуолсульфонил хлоридом
□  МКС активированные глутаров ым альдегидом
□  МКСактивированные гамм а-излучением
□  Контроль
Рис. 1. Сравнительная характеристика эффективности методов активации магнито- 
микросфер из полистирола
По результатам проведенных нами 
исследований М3 РБ утверждены мето­
дические "Получение магниточувстви­
тельных микросфер, конъюгированных с 
моноклональными антителами" (1996).
Разработанные иммуномагнитные 
микросферы из сывороточного альбумина 
человека и полистирола успешно исполь­
зованы нами для предварительной сепа­
рации взвеси клеток костного мозга от Т- 
лимфоцитов, ответственных за инициацию 
реакции трансплантат-против-хозяина, с 
целью его последующей трансплантации.
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SUMMARY
Immunoactive reagents attached to magneto­
sensitive solid phase carriers open new ways of 
development modem iimmunology, haematology, 
transplantology, biotechnology and medical 
diagnostics. Them use for separation of cells, 
diagnostics of immunodficiency conditions, 
isolation of blood and bone marrow cells on 
superficial markers, allocation DNA, bacteria and 
antigenes. We develop production process of mag­
netosensitive of microcarriers as from biodegrade- 
ble materials - human albumin (HSA), and from 
synthetic polymers - polystyrene. The influence of 
processing by a solution of chlore chloride (III) 
and increase of sorbtion capacity of albumin 
microspheres is investigated. We develop process 
of preparation of microspheres from sty rene with 
magnetite by a method of emulsion polimerization 
in medium with increased density. We investigate 
the efficiency of various methods of activation of a 
surface of microspheres with the purpose of 
increase them sorbtion capacity.
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